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AUTORI

Il manuale “Metodi Andlitici per le Acque” & pubblicato nella serie editoriale “Manuali e Li-
nee Guida” dell’Agenzia per la Protezione dell’ Ambiente e per i Servizi Tecnici (APAT).

Lopera si articola in tre volumi, suddivisi in sezioni (da 1000 a 9040). Fatta eccezione per
la parte generale (sezioni 1000-1040), ogni sezione contiene uno o piv metodi, costituiti da
capitoli, paragrafi e sottoparagrafi.

| metodi andlitici riportati nel manuale sono stati elaborati da una Commissione istituita nel
1996 dall’Istituto di Ricerca sulle Acque del Consiglio Nazionale delle Ricerche (IRSA-CNR),
per |'aggiornamento e I'ampliamento dei metodi riportati nel Quaderno 100 “Metodi anali-
tici per le acque”, pubblicato dall’lRSA-CNR ed edito dal Poligrafico dello Stato nel 1994.

Un Gruppo di Lavoro, coordinato dall’APAT, e formato dal Servizio di Metrologia Ambienta-
le dell’ APAT, dall'Istituto di Ricerca sulle Acque del Consiglio Nazionale delle Ricerche (IRSA-
CNR), dalle Agenzie Regionali per la Protezione dell’ Ambiente (ARPA) e dalle Agenzie Pro-
vinciali per la Protezione dell’ Ambiente (APPA), con il contributo del Centro Tematico Nazio-
nale “Acque interne e marino costiere” (CTN/AIM), ha provveduto ad una revisione critica e
ad una integrazione dei metodi andlitici prodotti dalla Commissione istituita dall’IRSA-CNR.

| metodi andlitici riportati nel presente manuale possono essere riprodotti ed utilizzati purché
ne sia citata la fonte.

Ledizione finale & a cura di:

Maria Belli, Damiano Centioli, Paolo de Zorzi, Umberto Sansone

(Agenzia per la protezione dell’ambiente e per i servizi tecnici - APAT)

Silvio Capri, Romano Pagnotta, Maurizio Pettine

(Consiglio Nazionale deﬁe Ricerche - Istituto di Ricerca sulle Acque - CNR-IRSA)
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METODI MICROBIOLOGICI - PARTE GENERALE

La presenza di contaminanti di natura biologica nelle acque ha particolare rilevanza per le
possibili conseguenze sulla salute dell’'vomo e/o degli animali. Organismi (patogeni e op-
portunisti patogeni) capaci di provocare malattie trasmesse per via idrica possono essere eﬁ-
minati con le feci di individui infetti, raggiungere I'ambiente acquatico e, attraverso differen-
ti modalita, possono infettare e dare origine a patologie in altri soggetti, garantendo, in tal
modo, la circolazione dei patogeni (circuito fecale-orale). Nelle acque vengono a ritrovarsi
tuttavia anche quei microrganismi generalmente di per sé non patogeni, a prevalente habitat
intestinale, la cui presenza nell’ambiente idrico costituisce un indice indiretto e teorico della
eventuale contemporanea presenza di patogeni. Essi costituiscono il gruppo dei microrgani-
smi definiti indicatori di contaminazione fecale, la cui ricerca costituisce la parte largamente
prevalente dell’esame microbiologico delle acque e quella universalmente praticata. Cid & do-
vuto essenzialmente a motivi di ordine pratico, legati alla relativa semplicita nel rilevamento
degli indicatori a fronte della ricerca dei patogeni. Diverse difficolta pratiche si oppongono
infatti all’'adozione routinaria del rilevamento di patogeni (enterobatteri, virus e parassiti) nel-
le acque, anche se, disponendo di laboratori sufficientemente attrezzati e di personale spe-
cializzato, & comunque possibile effettuare questo tipo di indagini.

L'esame microbiologico delle acque da la possibilita di verificare I'eventuale presenza dei mi-
crorganismi presenti in esse, mediante vaﬁ)ﬁazioni quali-quantitative basate su tecniche ana-
litiche che ne permettono I'evidenziazione e/o lo sviluppo.

Lanalisi microbiologica riveste particolare importanza quando si considerino acque destina-
te all’approvvigionamento idrico-potabile sia in relazione alla loro qualita in funzione del trat-
tamento di disinfezione cui debbono essere sottoposte, sia dopo la loro immissione nella rete
idrica. Analogamente, con il controllo microbiologico si definisce la qualita di acque superfi-
ciali, quando vengano destinate ad usi a rilevanza igienico-sanitaria e di acque reflue che,
con il loro apporto inquinante, influenzano e modificano le caratteristiche del corpo idrico re-
cettore (fiume, lago, mare).

Per la ricerca di microrganismi di natura batterica I'esame si basa, generalmente e di routi-
ne, sulla possibilita di coltivare su idonei substrati, ed in idonee conj’izioni colturali, i batteri
contenuti nell’acqua in esame, utilizzando particolari metodologie finalizzate all’individua-
zione differenziale di specie o di gruppi microbici che si ritengono significativi ai fini del giu-
dizio igienico e/o di qualitd dell’acqua in esame.

| metodi batteriologici tradizionali sono basati sulla semina in idonei terreni di coltura, in ge-
nere liquidi, e sulla incubazione in specifiche condizioni, di aliquote dell’acqua da esamina-
re. Dopo incubazione la presenza o I'assenza del microrganismo ricercato nell’aliquota di
campione seminata viene messa in evidenza sulla base della eventuale variazione smlita dal
terreno insemenzato (intorbidimento, cambiamento di colore, ecc.). Eventuali prove successi-
ve, partendo dalla coltura iniziale, costituiscono prove di conferma alle quali possono fare se-
guito ulteriori saggi per la definitiva identificazione dei microrganismi ricercati.

Utilizzando terreni differenti ed opportune temperature di incubazione, & possibile rendere se-
lettivo il metodo al fine di coltivare solo i gruppi microbici di interesse e, talora, una singola
specie batterica.

Una variante introdotta da tempo nel metodo tradizionale & costituita dalla semina di quan-
tita scalari del campione al fine di pervenire ad una stima probabilistica del numero gi mi-
crorganismi presenti (metodo MPN o del numero pit probabile o dei tubi multipli).

LUanalisi di piccoli volumi di acqua pud essere svolta con la tecnica della semina di aliquote
del campione su/in terreni solidificati all’agar. Dopo opportuna incubazione, il numero delle
colonie sviluppate permette di risalire al numero di batteri presenti per unita di volume del
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campione, partendo dal presupposto che ogni colonia abbia origine da un solo microrgani-
smo. La semina pud essere effettuata sulla superficie del terreno agarizzato gia solidificato in
iastra di Petri (non & ordinariamente possibile seminare aliquote superiori a 0,1-1 mL) o nel-
E) spessore del terreno all’agar (generalmente non & possibile seminare ohquote superiori a
2ml). E pertonto evidente che questa metodica & utilizzabile solo per mettere in evidenza mi-
crorganismi presenti nel campione in numero relativamente elevato e che quindi siano in nu-
mero consistente in volumi ridoft.
La tecnica che & andata affermandosi negli ultimi decenni & comunque quella della filtrazio-
ne su membrana che permette |'esame anche di grandi volumi di acqua qualora la qualita
dell’acqua lo consenta. Tuttavia, in alcuni casi, la presenza di particellato in sospensione pud
causare |'otturazione dei pori della membrana, fattore che costituisce il limite alla filtrazione
di quantitativi di acqua troppo elevati. Comunque, la metodica della filirazione su membra-
na, oltre a consentire I'esame di elevati volumi di acqua, presenta diversi vantaggi semplifi-
cando le procedure di laboratorio, abbreviandone i tempi operativi anche in Emzmne dei
tempi di incubazione; inoltre consente, ordinariamente, di rilevare direttamente (per conteg-
gio direfto) il numero di microrganismi presenti nel campione esaminato ed & agevolmente
adattabile a situazioni di emergenza.
Diversamente, la ricerca di organismi di altra natura (virus, parassiti, metozoi) comporta I'u-
so di metodo|og|e complesse, generalmente costose, specifiche per I'organismo o il gruppo di
organismi ricercati e apphcob? da personale specmhzzofo Inoltre, generalmente, queste tec-
niche forniscono risposte in tempi lunghi necessitando fasi diverse 3 preparazione del cam-
pione legate anche all’esigenza di concentrare grandi volumi di acqua in relazione all’ampia
variabilita delle concentrazioni dei patogeni neﬂe acque.
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6010. Modadlita di campionamento

Il prelievo dei campioni per I'esame microbiologico deve essere effettuato con recipienti puli-
ti e la sterilita & funzione delle determinazioni che devono essere effettuate e del tipo di ac-
qua che si deve analizzare. Poiché il rischio di contaminazione del campione diminuisce
quanto piu sono inquinate le acque da controllare, il prelievo di campioni per la caratteriz-
zazione e/o il controllo delle acque reflue & meno problematico anche se, in questo caso, &
necessario osservare norme igieniche di sicurezza a tutela della salute dell’operatore.
Per i prelievi da effettuare per immersione della bottiglia, (acque superficiali, raccolte idriche
in genere) si devono usare bottiglie sterili incartate prima della sterilizzazione e al momento
deﬁJ’immersione la bottiglia deve essere afferrata con una pinza o con dltro idoneo sistema
che permetta |'apertura del tappo a comando per mezzo di dispositivi adatti.
Le bottiglie utilizzate per prelevare campioni per analisi microbiologiche, non devono mai esse-
re sciacquate all’atto del prelievo. Il risciacquo oltre ad esporre la Eoﬂiglio a possibili contami-
nazioni, asporterebbe daﬁa bottiglia il tiosolfato eventualmente presente.
All'atto del prelievo, la bottiglia sterile deve essere aperta avendo cura di non toccare la par-
te interna del tappo che andrd a contatto con il campione prelevato, né I'interno del collo del-
la bottiglia; subito dopo il prelievo si deve provvedere all'immediata chiusura della stessa.
Nell’eseguire i prelievi si deve sempre avere cura di non riempire completamente la bottiglia
al fine di consentire una efficace agitazione del campione al momento dell’analisi in labora-
torio.
Se 'acqua da esaminare ¢ clorata, le bottiglie di prelievo devono contenere sodio tiosolfato in
concentrazione idonea ad inibire 'azione disinfettante del cloro. Con le concentrazioni di clo-
ro generalmente in uso & sufficiente una soluzione al 10% di sodio tiosolfato, nella quantita di
0,1 mL per ogni 100 mL di capacita della bottiglia aggiunto prima della sterilizzazione.
Per |'esecuzione delle andlisi si deve provvedere al prelievo in bottiglia di quantitativi di ac-
va di poco superiori al minimo necessario per procedere allo svolgimento degli esami ri-
2hiesti. Per la ricerca di patogeni (es. virus, parassiti), e quindi eventualmente per la necessita
di prelevare grandi volumi gi acqua, & opportuno effettuare il prelievo/concentrazione del
campione in situ.
Il campione prelevato deve essere accompagnato da tutte le indicazioni necessarie alla sua
identificazione, quali la data e I'ora del campionamento, il tipo di acqua, la precisa annota-
zione del punto in cui & stato effettuato il prelievo e devono altresi essere trasmesse, con il cam-
pione, tutte le indicazioni concernenti le eventuali determinazioni effettuate in loco e qualun-
que altra osservazione possa risultare utile nella interpretazione dei risultati di laboratorio. A
parte ogni esigenza di natura giuridica, che pud prevedere precise modalita di identificazio-
ne del campione, & comunque assolutamente necessario che il campione venga contrassegna-
to sia con il codice numerico, sia con I'indicazione in chiaro del punto di campionamento.

1. Parametri da rilevare all’atto del campionamento

La raccolta del campione deve essere accompagnata da alcune determinazioni da effettuare
preferibilmente (alcune obbligatoriamente) sul luogo. Si tratta di determinazioni di alcuni pa-
rametri fisici e chimico-fisici che, durante la conservazione ed il trasporto, vanno incontro a
variazioni tali da non consentire piv la loro corretta misurazione in laboratorio. | parametri
da rilevare sul luogo variano molto in relazione al tipo di acqua, all’'uso ed al tipo di analisi
da eseguire.

La temperatura, uno dei parametri che durante la conservazione ed il trasporto del campio-

845



METODI MICROBIOLOGICI - PARTE GENERALE

ne va incontro a modifiche, va misurata in situ all’atto del prelievo utilizzando un termometro
di idonea sensibilita o una sonda che presenta il vantaggio, rispetto al termometro, di rileva-
re la temperatura dell’acqua anche a differenti profongitd, al di sotto del pelo libero dell’ac-
qua. Il termometro classicamente utilizzato per la misura della temperatura dell’acqua & il co-
siddetto fermometro a pozzetto. Esso & dotato di un piccolo recipiente alla sua estremita, dal-
la parte del bulbo del termometro, solidale con il termometro stesso, nel quale si raccoglie
I'acqua prelevata con I'immersione. Consente alla colonnina termometrica (in genere di mer-
curio) di rimanere al livello corrispondente alla temperatura del campione, per il tempo ne-
cessario ad effettuare la lettura, in quanto il bulbo del termometro continua ad essere immer-
so nell’acqua campionata.

Anche la concentrazione di ossigeno disciolto fa parte di quei parametri che possono anda-
re incontro a modifiche durante il trasporto, modifiche che possono togliere significato alla
determinazione effettuata in laboratorio. La determinazione in loco si effettua con apposite
sonde (metodo elettrometrico) alcune delle quali (le sonde multiparametriche) hanno ilovon-
taggio di consentire la misura di piv parametri.

La concentrazione di cloro attivo, richiesta obbligatoriamente in alcuni casi (es. acque di sca-
rico), deve necessariamente essere effettuata in?oco. Infatti I'eventuale presenza di sostanze
riducenti (in primo luogo le sostanze organiche) determina un progressivo consumo di cloro
durante la conservazione ed il trasporto. La determinazione eﬁeh‘uoto in laboratorio risulta
modificata fornendo valori nettamente inferiori di cloro-attivo rispetto ai valori presenti nel
campione all’origine.

La determinazione del pH deve essere effettuata in loco soprattutto in quei casi in cui la pre-
senza concomitante di sostanze inferferenti, non sempre note, pud provocare sensibili varia-
zioni del valore del pH durante la conservazione ed il trasporto. La determinazione in loco
deve essere effettuata preferibilmente con il metodo elettrometrico. La determinazione con me-
todi colorimetrici (cartine per la misura del pH la cui colorazione assunta, a contatto con I'ac-
qua, viene raffrontata ad una scala cromatica) & da ritenere estremamente imprecisa e da fe-
nere in considerazione solo in situazioni di emergenza.

2. Modalita e tempi di trasporto e conservazione

Tutti i campioni di acqua, indipendentemente dalla loro natura, devono essere esaminati nel
minore tempo possibile. Il trasporto deve avvenire in modo che i campioni siano mantenuti al
riparo dalla luce e ad una temperatura compresa fra +4° e +10°C.
Le alterazioni cui possono andare incontro i campioni prelevati, in seguito alla inosservanza
dei tfempi e/o delle modalita di trasporto, sono influenzate dalla composizione chimica del-
I'acqua, dal pH, dall’azoto proteico, dalla qualita e dalla quantita della flora batterica pre-
sente e da altri fattori indeterminati.
Tra il momento del prelievo e I'esecuzione delle analisi microbiologiche, i tempi massimi con-
sigliati per I'esame di acque dolci superficiali, acque marine e acque di scarico vanno da un
minimo di 6-8 ore, con I'obbligo di non superare un periodo megio di 24 ore. Quando non
sia possibile rispettare i tempi sopracitati, cﬁeve essere considerata la possibilita di utilizzare,
Ehl'neno per alcune indagini microbiologiche, idonei sistemi andlitici portatili o laboratori mo-
LI
Al fine di consentire il mantenimento della temperatura richiesta (+4 +10°C) & necessario usa-
re frigoriferi portatili o contenitori termoisolanti utilizzando, per il mantenimento della tempe-
ratura, apposite piastre frigorifere commerciali, ma evitando comunque il congelamento del
campione (ad eccezione di campioni in cui sono da ricercare virus).
Durante il trasporto le bottiglie devono essere collocate nel contenitore in modo da impedire
il loro rovesciamento e, frcﬁe bottiglie, devono essere collocati idonei sistemi di separazione
per evitare rotture.
Di seguito vengono indicati i tempi massimi raccomandati per la conservazione dei campio-
ni in ?unzione dei microrganismi da ricercare (Tab. 1).
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Tabella 1: Tempi massimi (ancora accettabili) raccomandati per la conservazione dei campioni per analisi microbio-
logiche

Gruppi di organismi da ricercare Tempo massimo (accettabile) in ore

Organismi vitali a 22°C o 36°C 8(12)
Escherichia coli e coliformi 12 (18)
Enterococchi 12 (18)
Batteri e spore di Clostridi solfito-riduttori 48 (72)
Batteriofagi 48 (72)
Salmonella e altre Enterobatteriacee 12 (18)
Enterovirus 48 (72)
Cisti/oocisti di Giardia/Cryptosporidium 48 (72)
Amoebae 48 (72)
Staphylococcus 8(12)
Pseudomonas aeruginosa 8(12)
Legionella 48 (72)
Cianobatteri 48 (72)
Campylobacter 6 (8)

Uova di Elminti (a pH 2,0) 48 (72)
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